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(54) Titre: UTILISATION DES CALIX(N)ARENES POUR LE TRAITEMENT DES MALADIES FIBROTIQUES 
(57) Abstract 

The invention concerns the use of calix(n)arenes for making a medicine for treating fibrotic diseases. The diseases treated can in 
particular be acute fibrosis caused by trauma and chronic fibrosis of major organs. Said calix(n)arenes are advantageously designed for 
topical treatment of the skin. 



(57) Abrege" 

Utilisation des calix(n)arenes pour la fabrication d'un m6dicament pour le traitement des maladies fibrotiques. Les maladies traitees 
peuvent etre en particulier les fibroses aigufcs dues a des traumas et les fibroses chroniques des organes majeure, Les calix(n)arenes sont 
avantageusement destines au traitement topique de la peau. 
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Utilisation des ca!ix(n)arenes 



pour le traitement des maladies fibrotiques 

La presente invention a pour objet Tutilisation des calix(n)arenes 
pour le traitement des maladies fibrotiques. 

Les tissus conjonctifs (os, cartilage, peau, tendon etc..) sont 
essentiels a I'integrite structurale des vertebres, les molecules de la matrice 

5 extracellulaire assurant le soutien des tissus et organes. 

La matrice extracellulaire a de nombreuses implications en 
pathologie incluant plusieurs maladies fibrosantes du foie, du rein, du poumon 
et de la peau ou son d§p6t excessif et ectopique entrame les phenomenes de 
cicatrisation, et/ou necrose et des dysfonctionnements organiques. Les 

10 composants macromoteculaires de la matrice extracellulaire comprennent les 
coliagenes, les proteoglycanes, l'6lastine, d'autres glycoproteines structurales, 
des enzymes extracellulaires et des facteurs de croissance, la plupart d'entre 
eux interagissant avec une grande diversite de recepteurs de la surface 
cellulaire. ^assemblage des collagenes et de Telastine en fibres insolubles, 

15 responsables de I'integrite structurale des tissus conjonctifs est stabilise par la 
formation de liens covalents intra- et inter-moteculaires. La formation de ces 
liens covalents est assuree par Taction d*une enzyme extracellulaire, la lysyl- 
oxydase et par une glycosylation non enzymatique. 

La reticulation initiee par la lysyl oxydase est un facteur essentiel 

20 dans les pathologies fibrosantes du foie (Konishi et al., (1985) Gastroenterol. 
89, 709-715; Wakasaki et Ooshima, 1990, Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 166,1201-1204, Murawaki et al., 1991, Hepatology 14, 1167- 
1173; Sommer et al.,1993 Lab. Invest. 69, 460-470, Ricard-Blum et al., 
1993 Cell. Mol. Biol. 39, 723-727 ) de la peau (Ricard-Blum et al 1996 

25 Gastroenterol.111, 172-182 ), du poumon (Counts et al., 1981 Pharmacol. 
Exp. Therap.219, 675-678 ; Hameleinen etal.. 1995, 270, 21590-21593 ) et 
toutes les autres formes de fibrose (Ma et a!., (1995) J. Oral Pathol. Med.24, 
407-412 ). Elle jriue egalement un role important dans la reaction stromale et 
intervient de ce fait dans I'invasion tumorale (Peyrol et al., 1997 Amer. J. 

30 Pathol. 150,497-507). 

La lysyl oxydase est secretee dans la matrice extracellulaire sous 
forme d'un precurseur de 50 Kda et transformee en proteine mature de 30 
kDa par coupure enzymatique de la partie N-terminale du pro-peptide . Quatre 
variants de I'enzyme ont ete decrits. Cette enzyme a ete isolee et caracterisee 

35 a partir de divers tissus conjonctifs (Kagan, Biology of extracellular matrix, 
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321-398 1986; Kagan et Trackman, Am. J. respir. Cell. Mol. Biol, 5, 206- 
210, 1991). 

Des inhibiteurs specifiques de la lysyl oxydase ont ete decrits tels 
que le p amino-propionitrile (0APN; Kj= 6 pM) (Kagan, 1994 precedemment 
5 cite). Malheureusement, I'utilisation du pAPN dans le traitement des maladies 
fibrosantes est exclue en raison de sa toxicite . Diverses diamines ont aussi 
ete decrites comme inhibiteurs de la lysyl oxydase (Gacheru et al. J. Biol. 
Chem.264, 12963-12969(1989)). 

Les calix(n)arenes sont une categorie d'oligophenols cycliques 
io provenant de la reaction entre des phenols para-substitues et des 
formaldehydes en presence d'une base, lis ont recemment ete decrits comme 
pouvant etre utilises pour le traitement des thromboses, et comme agents 
antiviraux. 

Ainsi, le brevet US 5 409 959 decrit une methode de traitement de la 
is thrombose consistant a administrer par la voie intra-veineuse ou subcutanee 
ou par inhalation une quantite efficace de calix(n)ar6nes. 

Le brevet US 5 441 983 quant a lui d6crit l'administration de 
calix(n)arenes pour traiter des infections dues a des virus a enveloppe tels 
que les virus de I'herpes ,VSH-1 ou VSH-2. L'administration par injection et 
20 l'administration topique de ces composes sont decrites. 

Les inventeurs ont montre qu'il etait possible de traiter les maladies 
fibrotiques par des calix(n)ar6nes. 

La presente invention est done relative a I'utilisation des 
caiix(n)arenes pour la fabrication d'un medicament pour le traitement des 
25 maladies fibrotiques. 

On entend par maladie fibrotique selon la presente invention, toute 
pathologie des tissus fibreux g6nerant une fibrose, et en particulier des 
pathologies aboutissant a une degenerescence des tissus fibreux. 
De telles pathologies peuvent etre: 
30 * les fibroses aigues dues a des traumas: 

• cicatrisation suite a des operations chirurgicales (de ('abdomen, des yeux, 
des mains, de la colonne vertebrale, ainsi qu'arthroplastie et angioplastie), 

• infections (fibrose pulmonaire) 

• blessures (mains) 

35 • brulures (cicatrisation hypertrophique) 
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• traitements par radiations ionisantes et chimiotherapie 

• traitements avec les lasers (cornee) 

*les fibroses chroniques des organes majeurs: 

• foie 

5 • poumons 

• reins 

• coeur 

• peau 

*d'autres maladies fibro-proliferatives: 
10 • sclerodermic 

• pathologies cheloides 

• atherosclerose 

La presente invention est particulierement destinee au traitement 
topique de la peau, notamment la cicatrisation de la peau. 
15 Preferentiellement, les calix(n)arenes sont choisis pour leur capacite 

a inhiber substantiellement I'activite lysyl oxydase. De maniere avantageuse, 
ces molecules presentent une concentration inhibant a 50% Tactivite lysyl- 
oxydase (IC50) inf§rieure a 100 mM et preferentiellement inferieure a 10 mM. 

Les calix(n)arenes particulierement adaptes au traitement des 
20 maladies fibrotiques, sont ceux presentant la formule I suivante: 



R 1 



25 




OR 2 

dans laquelle: 

- R } represente un groupe alkyle, alkylamide, acyle, aryle, carboxyle, 
35 sulfonyle ou phosphonyle, eventuellement substitu6 
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- R 2 represente un atome d'hydrogene, un groupe alkyle, un groupe 
acyle, ou un groupe amide, eventuellement substitue, 

- n est un nombre entier compris entre 4 et 8, et 
leurs sets et esters pharmaceutiquement acceptables. 

5 Les groupes alkyle et acyle sont preferentiellement des groupes en 

a C 10 , encore plus preferentiellement en C 2 a C 6 , eventuellement 
substitues. 

Preferentiellement, le groupe aryle est un groupe en C 5 a C 20 , 
encore plus preferentiellement en C 5 a C 10 . II est avantageusement un groupe 
10 phenyle, biphenyle, ou phenyle substitue par un groupe carbohydrate. 

Un tel carbohydrate peut etre un r6sidu glycosyle, maltosyle, 
mannosyle ou galactosyl. 

Avantageusement les groupes phenyles sont substitu6s en position 

para. 

15 Selon un mode de mise en oeuvre preferentiel de I'invention, le 

groupe R 1 represente un groupe S0 3 H, eventuellement sous forme de sel. 
De maniere preferentielle, n est egal d 6. 

Un compose pouvant etre utilise de maniere particulierement 
avantageuse pour traiter les maladies fibrotiques est celui dans lequel n est 
20 egal a 6, represente un groupe S0 3 H et R 2 un atome d'hydrogene. 

Preferentiellement, les calix(n)arenes sont mis sous la forme de sels 
de lithium, de sodium, de potassium, de rubidium ou de cesium. 

Les composes repondant a la formule generate I peuvent etre 
fabriques comme decrits par ARENA et al.(1992, Supramolecular Chemistry 
25 1, 19-24) par reaction de ph6nols substitues en position para par le groupe R, 
d'un aldehyde en presence d'une base, suivie d'une terbutylation et d'une 
substitution electrophile en presence de H 2 S0 4 . 

Certains de ces composes sont commercialises. En particulier, le 
calix(6)arene dans lequel n est 6gal 6 6, represente S0 3 H et R 2 un atome 
30 d'hydrogene , qui constitue un mode de mise en oeuvre preferentiel de 
I'invention est commercialise par la Soci§t§ ACROS (Geel West - Belgique) 
sous la reference 29 026-0010. 

Les voies d'administration de ces composes dependent des 
pathologies a traiter. Ces modes d'administrations sont determines par 
35 I'homme du metier. 



WO 00/07585 PCT/FR99/01922 



Une methode de traitement des maladies fibrotiques comprend en 
substance une etape d'administration au sujet a traiter d'une dose 
therapeutiquement efficace d'un ou plusieurs calix-n-arenes. Cette 
administration peut etre effectuee de maniere topique s'il s'agit par exemple 
5 d'une maladie de peau. 

Elie peut etre neanmoins effectuee de toute maniere connue de 
I'homme du metier, et notamment par injection, de maniere sous-cutanee, ou 
par inhalation. 

Les doses de calix(n)arenes administrees aux patients sont a evaluer 
10 en fonction de la pathologie a traiter, et de divers autres parametres connus 
de Thomme du metier, tel que le poids du patient 

A titre indicatif, le traitement de maladies fibrotiques cutanees est 
effectue par application d'une dose comprise entre 1 pg et 1g de 
calix(n)arenes, dans un vehicule approprie. 
15 Un avantage particulier des calix(n)ar6nes est leur faible toxicit6 par 

rapport aux inhibiteurs connus de la lysyl-oxydase. 

La presente invention est en outre relative a un procede d'inhibition 
de I'activite lysyl oxydase comprenant la mise en contact de la lysyl oxydase 
et d'un calix(n)arene. Elle a aussi pour objet un procede d'utilisation des 
20 calix(n)arenes pour inhiber I'activite lysyl oxydase. 

La presente invention est illustree sans pour autant etre limitee par 
I'exemple qui suit 

La figure illustre Tinhibition de I'activite de la lysyl-oxydase par un 
calix (6) arene selon ('invention ( n = 6; R 2 = H; = S0 3 Na). 

25 

EXEMPLE : Inhibition de la Ivsvl oxydase par un calix(6) arene selon 
Tinvention (n = 6. = H: R , = SQ 2 Na). 

Materiels et methodes. 

30 

1. Purification partielle de la Ivsvl-oxvdase d'aorte bovine 



Ce protocole est inspire de celui de (WILLIAMS et KAGAN, Anal. 
Biochem. 149, 430-437, 1985), et de (KAGAN et al. Biochem. J. 177, 203- 
35 214 (1979)), qui a ete sensiblement modifte. 
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Toutes les etapes sont effectives a 4 °C ou dans la glace. 
De I'aorte bovine foetale broyee est rincee par du tampon NaCI 
0.12M, NaPi 16 mM, pH 7,7 puis par du NaPi 16 mM, pH 7,7 (tampon PB). La 
lysyl oxydase est extraite du residu par de I'uree 4 M (concentration finale 

5 dans le tampon PB). Le surnageant obtenu apres centrifugation a 10.000 g 
pendant 30 minutes est dilue deux fois dans du PB puis incube avec de la 
DEAE-cellulose pendant 3 heures. La resine est mise en colonne et rincee 
successivement par du tampon PB contenant de I'uree 2M , du tampon PB 
puis du tampon PB contenant du NaCI 0,4 M. 

io La lysyl oxydase est eluee a partir de la DEAE-cellulose par de I'uree 

6M dans du tampon PB. Les fractions presentant une absorbance a 280 nm 
sont reunies et dialysees pendant une nuit contre du tampon PB en presence 
de gel de Bleu de Cibacron (Biorad). Le gel est ensuite mis en colonne, et 
apres des ringages successifs par du tampon PB, du tampon PB-NaCI 1M et 

is a nouveau du tampon PB, la lysyl oxydase est eluee du gel de Bleu de 
Cibacron par de I'uree 6 M dans du tampon PB. 

L'eluat, appele EB1 est centrifuge pour eliminer les agregats, filtre 
(0,45 urn) puis concentre par ultrafiltration avec une membrane ayant un seuil 
de 10.000 Da. Cette fraction concentree (1,7 mg/ml de proteines) est diluee 

20 dans differents milieux pour le dosage de I'activite. 

2) Dosage de I'activite de la Ivsvl-oxvdase 

Le dosage a ete effectue comme decrit par CRONSHAW et al. 

25 (Matrix 13, 255-266, 1993) et SHACKLETON et HULMES (Anal Biochem., 
185, 359-362,1990), d'une maniere sensiblement modifiee. 

100 pi de 3 H elastine suspendus dans un tampon de dosage (0.1M 
Na 2 B 4 0 7 , 0,15 M NaCI, pH 8,0) sont mis dans un tube de microcentrifugeuse. 
700 pi du tampon de dosage, et 100 pi de lysyl oxydase sont ajoutes. Le 

30 milieu reactionnel est agite a I'aide d'un vortex, puis incube a 37°C durant des 
durees variables. Apres incubation, la reaction est arretee en placant le tube 
de microcentrifugeuse dans de la glace puis en ajoutant 100 pi, d'acide 
trichloracetique a 50% (PoidsA/olume). L'elastine est ensuite recuperee par 
centrifugation a 12.000 g durant 5 minutes a 2°C. 700 pi du surnageant sont 

35 transferes dans un microconcentrateur (Amicon Microcon 3), qui est centrifuge 
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a 14.000 g durant 2 heures a 20°C . Durant la centrifugation les molecules de 
faible poids moteculaire passent a travers la membrane d'ultrafiltration (seuil 
de 3.000 kDa) et sont recuperes dans la chambre inferieure du 
microconcentrateur. 

Afin de mesurer le relarguage du tritium, 400 pi de I'ultrafiltrat sont 
melanges avec 3,6 ml du reactif « Aquasafe 300 Plus » commercialise par la 
Societe Zineser Analytic ( MAIDENHEAD, Grande-Bretagne), puis le 
comptage est effectue dans un compteur a scintillation liquide durant 10 
minutes. 

Resultats : 

La figure illustre ['inhibition de I'activite lysyl-oxydase par le 
calix(6)arene (n = 6, R 1 = S0 3 Na, R 2 = H). Ce produit est obtenu par mise en 
solution dans un tampon adequat du sulfonate (n = 6, R,= S0 3 H, R 2 = H) 
commercialise par la Societe ACROS (GEEL WEST , Belgique) sous la 
reference 29.026-0010. 

La concentration en calix(6)arene, necessaire pour inhiber 50% de 
I'activite de lysyl-oxydase est de 1,2 mM. 
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REVEND1CATIONS 

1 . Utilisation des calix(n)arenes pour la fabrication d'un medicament 
pour le traitement des maladies fibrotiques. 

2. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que les 
5 caiix(n)arenes inhibent substantiellement I'activite lysyl oxydase. 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 et 2 caracterisee en ce 
que les calix(n)arenes presentent la formule I suivante: 



R 1 



15 




OR 2 



20 

dans laquelle: 

- R y represente un groupe alkyle, alkylamide, acyle, aryle, carboxyte, 
sulfonyle ou phosphonyle, eventuellement substitue, 

- R 2 represente un atome d'hydrogene, un groupe alkyle, un groupe 
25 acyle ou un groupe amide, eventuellement substitue, 

- n est un nombre entier compris entre 4 et 8, 
et leurs sels et esters pharmaceutiquement acceptables. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que 
represente un groupe S0 3 H. 
30 5. Utilisation selon Tune des revendications 3 et 4 caracterisee en ce 

que n est egal a 6. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 3 a 5 caracterisee en ce 
que R 2 est un atome d'hydrogene. 
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7. Utilisation selon Tune des revendications 3 & 6 caracterisee en ce 
que te calix-n-arene est tel que n est egal a 6, est un groupe S0 3 H et R 2 
est un atome d'hydrogene. 

8. Utilisation selon Tune des revendications 3 3 7 caracterisee en ce 
5 que le sel pharmaceutiquement acceptable est un sel de lithium, de sodium, 

de potassium, de rubidium ou de cesium. 

9. Procede d'inhibition de I'activite lysyl oxydase comprenant la mise 
en contact de la lysyl oxydase et d'un calix-n-ardne. 

10. Procede selon la revendication 9 caracterise en ce que le calix-n- 
10 arene presente la formule I selon la revendication 3. 

11. Utilisation des calix(n)arenes pour inhiber I'activite lysyl oxydase. 
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